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RESUMO – O presente trabalho teve como objetivo determinar a atividade 
proteolítica de extratos enzimáticos obtidos por múltiplas extrações e estudar a 
produção desta enzima durante reincubação de farelo de trigo em fermentação semi-
sólida. Os meios foram esterilizados, inoculados com suspensão de esporos e 
incubados a 30ºC durante 24h. Os extratos enzimáticos foram obtidos mediante adição 
de solução tampão ao meio fermentado e posterior filtração em papel qualitativo. Os 
meios fermentados foram submetidos a três extrações consecutivas, sendo coletadas 
amostras a cada extração para análises. Após as extrações, os meios foram reincubados 
durante 72h, com amostras coletadas a cada 24h. Os resultados mostraram que após a 
primeira extração (17,65 U.mL-1), a atividade proteolítica nos extratos foi decrescente, 
havendo uma recuperação de 26,72 e 13,44% de atividade na segunda e terceira 
extrações, respectivamente, quando comparadas a primeira. Já nos meios submetidos à 
reincubação houve síntese de nova protease atingindo 30% da produção inicialmente 
obtida. 
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1. INTRODUÇÃO 
Um grande número de micro-
organismos não-patogênicos é capaz de 
produzir enzimas, dentre eles, os fungos 
filamentosos são particularmente 
interessantes devido ao seu fácil cultivo e 
produção de enzimas extracelulares 
potencialmente aplicáveis industrialmente 
(GUIMARÃES et al., 2006).  
Aspergillus oryzae é uma espécie 
considerada não toxicogênica, apresentando 
um longo histórico de uso industrial 
(VISHWANATHA, RAO e SINGH, 2009). 
A história molecular do organismo A. oryzae 
mostra que o mesmo tem a maior expansão 
de genes hidrolíticos (135 genes 
proteolíticos), tornando-o um grande 
produtor de proteases (MACHIDA et al., 
2005).  
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As enzimas proteolíticas merecem 
destaque, pois respondem por mais de 65% 
de todo o mercado mundial de enzimas 
(OSKOUIE et al., 2008), sendo 40% desse 
total de proteases de origem microbiana 
(RAO et al., 1998). Na indústria de 
alimentos, algumas aplicações são bastante 
conhecidas, como na fabricação de queijos, 
clarificação de cerveja e produção de 
proteína hidrolisada (VISHWANATHA, 
RAO e SINGH, 2009).  Estas enzimas 
podem ser obtidas por fermentação 
submersa ou por fermentação semi-sólida 
(FSS).  A FSS constitui um processo de 
grande importância comercial visto a 
possibilidade de produção de inúmeros 
metabólitos de alto valor agregado, como 
enzimas. A produção de enzimas 
extracelulares por micro-organismos em 
FSS apresenta várias vantagens econômicas 
quando comparada a fermentação submersa, 
dentre as quais podemos citar: o uso de 
agro-resíduos industriais como substratos 
simples, requisito mínimo de água e 
produção de metabólitos de forma mais 
concentrada (CHELLAPAN et al., 2006). 
Um aspecto muito importante na 
fermentação semi-sólida é a recuperação 
adequada dos metabólitos produzidos. A 
eficiência da extração é um fator crítico que 
determina a viabilidade econômica da 
fermentação semi-sólida para produção de 
enzimas (SANTOS, 2007). Diferentes 
autores discutem sobre a necessidade de 
maiores estudos sobre técnicas de 
recuperação de enzimas em meios semi-
sólidos, pois as existentes ainda são muito 
ineficientes comprometendo diretamente a 
exploração desse tipo de processo para 
produção de enzimas comerciais e em 
grande escala (KUMAR e LOSANE, 1987, 
RAMADAS et al., 1995, CASTILHO, 1997, 
DANIEL et al., 1996, SANTOS, 2007). 
Assim, parâmetros que envolvam esse tipo 
de processo devem ser investigados 
continuamente a fim de aperfeiçoar técnicas 
e diminuir custos de produção. 
O presente trabalho teve como 
objetivo determinar a atividade proteolítica 
de extratos enzimáticos obtidos por 
múltiplas extrações e estudar a produção 
desta enzima durante reincubação de farelo 
de trigo em fermentação semi-sólida. 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 Micro-organismo 
O micro-organismo empregado foi A. 
oryzae IV, pertencente à coleção de trabalho 
do Laboratório de Bioprocessos da Embrapa 
Agroindústria Tropical em Fortaleza-CE. 
2.2 Preparação do inóculo 
O micro-organismo foi cultivado em 
ágar nutritivo a 30°C. As suspensões de 
esporos foram extraídas com 10mL de 
solução estéril de 0,3% (v/v) tween 80. Em 
seguida, 1mL da suspensão de esporos foi 
adicionada a frascos contendo 10g de farelo 
de trigo enriquecido com 4mL de uma 
solução 1,7% m/v NaHPO4.H2O e 2,0% m/v 
(NH4)2SO4, incubados a 30°C por 4 dias. Os 
esporos foram extraídos do farelo de trigo 
com 50mL de solução 0,3% (v/v) tween 80 
para contagem em câmara de Neubauer. 
2.3 Substrato 
A matéria-prima utilizada como 
substrato foi o farelo de trigo gentilmente 
cedido pelo Moinho Dias Branco. 
2.4 Processo fermentativo 
As fermentações foram conduzidas em 
erlenmeyers de 500mL com 40g de meio de 
cultivo, baseado em farelo de trigo 
umidificado. Os frascos foram esterilizados, 
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inoculados com suspensão de esporos e 
incubados a 30ºC por 24h. Para a realização 
da etapa de reincubação, os meios 
inicialmente fermentados foram submetidos 
às extrações e reincubados por um período 
de 72h com coleta de amostras a cada 24h. 
2.5 Determinações de umidade e 
atividade de água (Aw) 
A umidade inicial nos meios foi 
determinada segundo metodologia descrita 
em Instituto Adolf Lutz (IAL, 2004). A 
atividade de água foi medida em aparelho 
AQUALAB Decagon modelo CX-2. 
2.6 Obtenção dos extratos 
enzimáticos e reincubação do meio 
fermentativo 
A extração do complexo enzimático 
foi realizada pela adição de 200mL de 
solução tampão acetato 200 mM pH 5,0 aos 
meios fermentados e mantidos a 30°C por 
60 minutos. O complexo enzimático foi 
obtido por filtração com papel qualitativo. A 
fase líquida resultante foi recolhida e 
conservada a -18°C em frascos rosqueados 
para análises. As fermentações conduzidas 
nas primeiras 24h de incubação foram 
submetidas a três extrações consecutivas 
com coleta dos extratos enzimáticos a cada 
extração. Já nos meios que passaram por 
reincubação, o processo de extração foi 
único em cada tempo avaliado. 
2.7 Atividade proteolítica 
A atividade proteolítica foi 
determinada segundo a metodologia de 
Charney e Tomarelli (1947), utilizando 
azocaseína como substrato e ácido 
tricloroacético como agente de precipitação. 
A formação do composto cromóforo ocorreu 
pela adição de solução de hidróxido de 
potássio 5N. A leitura da intensidade de cor 
ocorreu a 428 nm. Uma unidade de atividade 
proteásica foi definida como a quantidade de 
enzima que produz uma diferença de 0,01 de 
absorbância por minuto de reação entre o 
branco reacional e a amostra nas condições 
de ensaio. 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A recuperação máxima observada 
ocorreu durante o período de incubação e no 
extrato enzimático obtido na 1ª extração 
(ponto correspondente ao tempo de 
reincubação zero (0) da Figura 1), atingindo 
17,65 U.mL-1. Quanto às extrações, os 
resultados mostraram que após a primeira 
extração, a atividade proteolítica nos 
extratos foi decrescente, havendo uma 
recuperação de 26,72% (4,72 U.mL-1) e 
13,44% (2,37 U.mL-1) de atividade na 
segunda e terceira extrações, 
respectivamente, quando comparadas a 
primeira (Figura 1). Estes dados evidenciam 
que a maior parte da enzima foi recuperada 
já na primeira extração, mas também 
mostraram que quantidades remanescentes 
das proteases sintetizadas pelo fungo 
continuaram presentes no meio 
fermentativo. Diante do exposto, é válido 
avaliar-se até que ponto a realização de 
múltiplas extrações para a recuperação 
adicional de enzimas produzidas durante um 
processo fermentativo é vantajosa do ponto 
de vista econômico, visto que essa operação 
pode implicar em uma redução nos custos, 
por exemplo, diminuindo o número de 
fermentações necessárias para se conseguir 
uma determinada quantidade de enzimas, 
além da economia com substrato, energia e 
diminuição do tempo de obtenção. 
Nos meios submetidos à reincubação 
houve síntese de nova protease durante todo 
o período avaliado, atingindo até 30% da 
produção inicialmente obtida (Figura 1).  
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Essa queda observada pode ser 
explicada pela mudança no perfil de 
umidade e Aw provocada pela adição da 
solução tampão durante as extrações e 
consequente absorção pelo substrato. 
 
 
 
 
A umidade apresentou um aumento de 
53,2% para 86,5% na primeira extração, 
mantendo valores próximos nos meios 
submetidos às extrações subseqüentes 
(Figura 2). 
 
 
Figura 1 – Atividade proteolítica de extratos enzimáticos obtidos por múltiplas extrações 
e síntese de proteases durante reincubação de farelo de trigo em fermentação semi-sólida. 
 
Figura 2 - Perfil de umidade e Aw nos meios submetidos a múltiplas extrações. 
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Freitas, Castro e Pinto (2009), 
avaliaram a produção de protease durante 
reincubação de torta de canola, e observaram 
queda na produção de 52,7%; estes mesmos 
autores atribuíram este fato ao aumento da 
umidade e Aw. Acuña-Arguelles et 
al.,(1994) afirmam que a quantidade de água 
presente no meio afeta o metabolismo 
microbiano levando a modificações na 
membrana celular, nos mecanismos de 
transporte e na síntese enzimática. 
4. CONCLUSÕES 
Os resultados obtidos evidenciaram a 
viabilidade da realização de extrações 
subsequentes para uma maior recuperação 
da enzima e que a reincubação não se 
mostrou uma alternativa eficaz na síntese de 
protease. 
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